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DISPOSITIF POUR LE DOSAGE D'HAPTENES ETSON UTILISATION 

VORRICHTUNG 2UR ANALYSE VON HAPTENEN UND IHRE VERWENDUNG 
HAPTEN ASSAY DEVICE AND USE THEREOF 




brevets. Lopposition do? Stre ior^6T^ 6^^ZZ T ^""^^^ ^'^^ «"^°P^«" des 

tfopposftion. (Art. 99(1)Ccnventio^str rbtrvet eu7c^l°- ^'""''^ '"'^'^ ''""^'^ de la taxe 
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Description 



prolSine. ""mens connues. en paiticiiljef pa, immunlsalion avec m conjiigui haptens- 

technique a 616 d6crite par exemple pourlTdial It * ^ '^^ "'^'^"^ "l"^'"* ''^fi"'^- Cetle 
les demandes de brevetTp 089806 emo 8^6) ' 

sp6cifique. Ainsi dans les technLes conventS^nirr ^'^-^-vis du site de liaison d-un anticorps 

Elsevier, Fhapt^ne est greff6 suT "XtuXX^^^^^^ ^''''^ '^''^^ 

solide. CetletechniqueprdsenteceDendant un^nZJ^ni '^^ son immobilisation sur une phase 
En effet. la product2«, d-anlico.^rSt^Z^ 

rdponse peuvent interf6rer par r^act ons S^eirecls n^^^^^^^^ t ^^^Ptbne, produits en 

Li.eT,ir<Lrr:srpo':srri^^^^ 

ted. Uga^J 9S1 un fragment d'ael* nuc^lqT ^ """"^ ""^ '^'*"»' P» l« " qua 

sreur^^r^TC.rpoT^rran'sr^r T - >™-=^ 

[0011] Lhapt6nepeut§trechoisi par exemple parmi: 

les oestrogfines tels que restriol et l"estradiol tes^dll^t^^^^^ ' s^roldiennes notamment 

progesterone Jes glucocorticoldes tete^eJ^^^^^^ 

I'adr6nallne. la noradrdnaline. la dopamine; ^ '««caWcholaminestellesque 

les vitamines A, Bcomme laBi2 r n pJtk' i» w < 

rad6nosine ; ^ ^ ^^"^^ Phosphate (NADP), la thymidine. la guanosine et 

rrSSr.'ge^^^^^^^ 
p6nicilline.lat6tracy«.lineJaterramycine(noTcS^^r^^^^^^^^^ 

carbamaz^pine. le valproate, la theophylline la^^lTl^ Jj^ , '^^- " P"^'*^"' '■6»'°«'«™de, b 
la d6sipramine. le disopyramide etc Propanolol. le procainamide, la quinidine. famitriptyline 
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- les toanes con,me Pa^hatoxine. ,a toxins du cho.... fent^rotoxine B du staphytocoque et analogues. 
K sXTm'Sll'Ir'f r"'''"^" ''"'"'^"^ ligand<6actif est appel6 ci-aprts -conjuaud- 

que du con ugui on par Inleradiai svoc Itiaoiine ol sv« T™™^! °"'f*°" ^™ " 'ragmenl d'acUo nucMI- 
.» niicl4i<,ueot<)ofhapisno. "^'""'"""""S-oupsinontptSsoraSlaJonaiondulragrnentd'aeide 

d'ARN nalurel ou de syMhtee ou un d&oi«*!!,JIiZ! I consisBnl en un trasnenl d'AON m 

*»,uc«o,id.. ce C.n,rr„'^ C^I^Zirb^cJ^'S^^^^^ " ou „„ 

» prM&enco. on utillso un Iragment single b>ti ' ° P^""""""! doublo b*. Do 

^ rine ou non naturelles telles que la thiCanTe oTlbxol^^^^^^^ ! '"^'^'V-5-<=ytosine. |-amino-2-pu- 

ou plusieurs ou itre compost uniqueZ rnuo,6cL«^^^^^^ ^^"^ presenter un 

cu presenter des modlfi<^«,ns a3 niZ d^sSuelXro?^^^^^ des carbonucl^osides 

De mSme il peut pr&enter une ou plusieurs mcSStir^Z "^'^ Sroupements phosphorothioates. 

alpha ou bSta ou d-isom6res de la sWZ L^ous 1^ .ilt!t """'"'^f '^■^""^"e 

' naison. °" ' '^^^ ^'^'"^"^s pouvant Stre pris Ind6pendamment ou en combl- 

modifies ou non chimiqueLtTeuventSeSs'^^^^^^^^^^^^ 

les mat^riaux de cellulose, par exemXdu D^tTr^^^ "o^amment des polysaccharides tels que 

nitrocellulose ; des polyrn^res^elsTuXot^^^^^^ f'^ ''"^ '"-^^'^ cellulose eX ^ 
polyacrylates. les polyur^thanes. l2s polycalnater t X^^cT^T.' P°Vamides. les 

polymdres chlorure de vinyle- propylene chrure de vin^^^ °" copolym6res tels que les 
ded.r.^subs«^^^ 

UpyLe'~crdrstn^^^^^^^ 

en rndlange avec un ou plusieurs povmtri ouSJil^^ 

acrylonHrile ou styrtne J.thylm ^.^.^^^t "T'^?"^' '^^ ^^V^*"- 

W tanrrrve^Terc^^^^ 

molecules d-haptdne par Finteon^diaire d'une iL^n ^^lieTSttf r T ^ °" P'"«'«"^« 

desapprochesdirectesouindirectes Ces tecJintaZ o^ottl'i ?m " ^'"^ ^''^ ^'^""^ ^uh^ant 
parfartementconnuequant.laposrti™ 

n6cessi1e la preparation d-un d6riv6 utilisable en IZi^.J^ , ^"^^ P*^*^'"" chaTne. Ceci 
Phosphonate ou phosphotriester de I'hX ou r u SSiuT ""TV" '''''' P^^P'^^'^^"*- H- 

osidique. De mSme I'haptSne peut §tre introduft au cour^^eT^^i^^^^^^ ^ ^^^'^"^ "^'^ °" ^ Part'« 

phosphoramidation oxy^tive '^^^'^ phosphores intemucl6otidiques par 

[0027] Deux voies sent envisag^es pour les approchesindirectes: 
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tf exemple une fonction amine pSp^^^^^^^^^ ^""^ ^P^^ & rautre. A titre 

I'autre partenaire. de mSme une L " ^! '^^'''"^'"^ '^^^"^ N-^ydroxysuccinimique de 

' etunphosphorothioater'gr^^^^^^^^^ 

s-^tabirt par I Jrm^dUe d u„ a^^^^^^^^^ '^'^^'^'^--^ -PP-t ^ I'autre. La liaison 

tionnel). °" '""^^^"'^ "'"P'^Qe homobifonctionnel ou h^tdrobifonc- 
rdl^n't^encTdT^^^^ 

ment substitute. semica^^Xie^^^^^^^^ ^"^«"°We. triazanoyle. amide tventuelie- 

hydroxyle. N-hydroxysuccinimidJe maSe oSSl ^"J'^^'^^V^. <^ox^e, cyanoyle. halog6noalkyle. 

.hioate. pyridylJisuL. sZ^Jie.lXhall P^-P^"«. P»-Phonate. phosphoro- 

Conway et Mcl^ughSi a^^^^ (^^««)Nucl. Acids Res.. 16. 11.4831-4839.; 

86.6553^556. ^ Bioconjugate Chem.. 2. 452-457; Letsinger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USa! 

s^ttor,:^,:^~r.mo^^^^ 

of antigenic steraid-protlX ' te^ ^Sn e^ dT„. ^7 ' 'Preparat^n 
-^hop. card., aChI 1974. e'd^HD cl^^Z'sHr^^ K^'S^"^' °' ^« 

4-37) ; unfragmentrfaciden^fibuTl^^^!^^^^^ cleoxynbonucleotides. (1993), NAMA conference. p(ier 

nucl6iqueduconjugu6 unepieS 

que la prottine de Lson sLprbrin ^ Slt^t^Tr^^ ZT""' ' ""'^"'''"^ "'"i^S"^ 
ligand^teepteu, par exemJL en „" e^^f le^^^^^^^^ '7. " bacteriophage T4 ; un systftme 

immobiiisant su ^ phasTsdide ^^^^1,1^ ^^ ""'""^ et en 

protege se fixant su'r u Ze^^tSuTcoZ^^r T"^'' ^^^^"^ «^™P^^«-) ^ ""e 

[0040, Le disposrttf selon ,-.vent.on est util^le pour effectuer un dosage rapt^nes par competition dans un 
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6chantiIlon. notamment un fluids biologique, dans lequel le rdactif immobilis6 entre en competition avec I'hapt6ne de 
rdchantillon pour sa liaison h un anticorps sp6cifique introduit dans des proportions pr6determin§8s. On r6v6le la 
presence de Panticorps sp^cifique fixd sur le support solide par les m6thodes usuelles. Par example Tanticorps sp§. 
cifique est marqu6 par tout maqueur appropri§. ou bien te complexe immun (hapt^ne immobilisd/anticorps anti-hap- 
t6ne)fix§ sur le support solide. susceptible d'etre fomie. est r6v6l6 par {'utilisation d'un anticorps anti^omplexe marqu6 
par tout marqueur appropri§. De pr6f6rence. Panticorps anti<:omplexe est un anticorps dirigd centre I'anticorps du 
complexe formd. 

[0041] L'Invention a 6galement pour objet un proc6d6 de dosage tfun haptens dans un dchantillon liquids caract6ris6 
par le fait : 



- que Ton ajoute audit 6chantillon une quantity pr§d6termin6e d^anticorps capables de reconnaitre ledit hapt^ne ; 

- que I'on met en contact r^chantillon avec le disposrtif tel que d§crit pr6c6demment ; 

- que Ton lvalue la quantity d'anticorps fix6 sur le support solide ; 

- et que Ton en d§duit. selon tes m6thodes conriues la quantity d'haptSnes pr6sente dans r^chantillon. 

[0042] Ce proc6d6 est mis en oeuvre selon des techniques connues en soi. Bien entendu, les deux premieres 6tapes 
peuvent §tre r6alis6es dans un ordre quelconque. On lvalue la quantrt6 d'anticorps fix6 apr^s un temps d'incubation 
approprid. 

[0043] On peut par exemple determiner la quantil6 d'haptSne h I'aide d-une courbe-6talon, obtenue par 6talonnage 
du disposrtif a I'aide rf6chantillons contenant diverses quantit6s connues de ThaptSne. et permettant d-^tablir la cor- 
relation entre la quantity d'anticorps fixe et la quantite d'haptenes correspondante. 

[0044] Le disposrtif de I'inventbn peut element sen^ir au dosage d'anticorps anti-hapt6ne dans un 6chantillon. 
Pour cela, on peut, selon un mode de realisation particulier. mettre I'echantillon en contact avec le dispositrf, puis 
reveler, sebn les methodes connues, la presence eventuelle d'anticorps anti-hapt6ne fixes. On peut effectuer la re- 
velation par exemple h I'aide d'anticorps marques dirig6s centre le fragment Fc des anticorps de I'espece dont sont 
issus les anticorps anti-hapt6ne recherches. Selon un autre mode de realisation, on peut operer par competition en 
ajoutant k I'echantillon une quantite connue d'anticorps anti^aptdne marques et en determinant la quantite d'anticorps 
marques fix6s. Par comparaison avec une courbe d'etalonnage etablie prealablement. on peut en deduire la quantite 
d'anticorps anti-haptene presents h I'origine dans I'echantillon. 

[0045] On va maintenant donner, k titre d'illustration, des exemples de preparation du disposrtif selon I'invention ainsi 
que des exemples d'utilisation dudit support. Dans ces exemples, I'expression "speed vac" d6signe un concentrateur- 
lyophilisateur rotatrf. 

EXEMPLE 1 : Svnth^e d'oliaonucleotides Dour le couolaae sur f^otdne : 

[0046] Les oligonucleotides sont synthetises sur un apparei! automatique 394 de la societe APPLI ED BIOS YSTEMS 
en utilisant la chimie des phosphoramidites selon le protocole du constructeur. Pour permettre le couplage de I'oligo- 
nucieotide h un haptens sur une position bien d6temr)inee, des fonctions r6actives sent introduites sur les oligonucleo- 
tides par I'intermediaire de bras de liaison compatibles avec la synthese automatique. Les bras utilises ctens la presente 
inventbn et donnes ici k titre d'exemple sont d6crits dans la tableau 1. 

[0047] Le bras phosphoramidite reference 1 est addrtionne k I'extremite 5' de I'cligonucieotlde selon le protocole 

standard de la synthase automatique. La fonction reactive setrouve k I'extr6mite 5* de I'cligonucieotide. 

[0048] Dans le cas du compose portant la reference 2. la fonction reactive est portee par la base thymine sur la 

positron 5. Ce compose peut §tre introduit k n'rmporte quelle position de I'cligonucieotide k I'exception de I'extremite 3' 

[0049] Dans le cas du compete portant la reference 3, la synth6se automatique demarre par la silice greffee par le 

bras selon le protocole standard. La fonction reactive se trouve k I'extremite 3' de I'oligonucieotide. 

[0050] Apr6s deprotection une nuit k 55'C dans NH4OH 33 %, suivie d'une precipitation dans de I'ethanol k -20^C, 

les oligonucleotides sont seches sous vide et repris dans 1 ml d'eau. 

[0051] Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies sont purifies par chromatographie liquide haute pression 
(CLHP) en phase inverse sur une cofonne Brownlee RP18 (10 mm - 25 cm). 

Conditions : 



[0052] Debit 4,6 ml/min, 



Gradient 



10 % ^ 35 % de tampon B en 30 min. 
35 % k 100 % de tampon B en 3 min. 
Les caracteristiques des tampons A et B sont les suivantes : 
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Tampon A : 0.1 molaire Triethylammoniumac6tate (TEAA) pH = 7 00 
Tampon B: 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. * 
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TABLEAU 1 



Foumisscur 




f / 

CF3-aW(CH2)6-OP^ 



Applied Biosystcms 



N(IsoPr)2 





0(CH2)2-CN 



•NasoPr)2 



CHjNHFmoc 



CPG-LCAA-O-CH-CHj-OD MTt 



GlenResearch 



O 
II 



NH(CH2)6-NfHCCF3 



Clontech Lab Inc 



101039 



5221-1 



4S 



SO 



DMTr = dim6lhoxytrityle 

Fmoc = fluorenyl-g-mSthoxycarbonyle 

CPG = billes de verre d porosit§ contr6l6a 

LCAA = longue chaine alkyle amine (bras espaceur) 



55 
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TABLEAU 2 



Numdro usud de 
roligonuclfodde 




1257 
196 
1803 



SEQIDN* 

1 
2 
3 
4 
5 



SEQIDN'l: 

ACTAAAAACr AGTAATGCAA AG. 
SEQIDN'2: 

ATGTCACGAG CAATTAAGCG 
SEQIDN* 3: 

ACTAAAAACr AGNAATGCAA AG 
SEQIDN*4: 

ACCCCGAGATTTACGTTATC T 
SEQIDN*5: 

i 11 UiTriT ll 11 lliTlT . . 



Nucl6otidc 

b6ta 
beta 
b£ta 
alpha 
alpha 



Tr 
(**) 

19^4 

18.45 

19.85 

23^1 

20,04 



) ICS nucleotides beta sont les nucleotides naturels (la liaison glycosidique ^ 
fonne anomdrique b6ta). Concemant les nucleotides alpha. la liaison glycosidique 
la fonne anomerique alpha. Us oKgonucieoddes contenant les nucleotides alpha onTe;e" 
prepares selon la technique decrite dans la demande de brevet PCT WO 88 / 04 301 



est sous la 
est sous 
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(*♦) Tr icprfscnte le temps de rttention en minutes (min) de roligonucl&tide dans Ics 
conditions suivantes : 

Colonne Brownlee RPl 8 (4,6 mm - 25 cm). 
Conditions ; dibit 1 mlAnin, 

CSradicnt : 10 % i 35 % de tampon B en 30 mil, 
35 % i 100 % de tampon B en 3 mn. 
Les caractdristiques des tampons A et B sent les suivantes : 
Tampon A ; 0,1 molaire Tri6thylammoniumac6tate (TEAA) pH = 7.00. 
Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 

CouDlaae d'un haotkne sur n n, oiiaonuct^ntiH^ ■ 

TABLEAU 3 

HAPTENE k DOSER 



ESTRADIOL 

TETRAIODO-THYRONINE T4 
TRIIODOTHYRONINE T3 

TESTOSTERONE 
n Wrivd de b 19-hydroxy testosterone. 



TABLEAU 3 

HAPTENE ACTIVE UTILISE LE 
COUPLAGE 

ESTRADIOL- 
6-CARBOXYMETHOXIME-N 
HYDROXYSUCCINIMIDE 
ESTER 

N-BOC-THYROXINE-N- 

HYDROXY-SUCCINIMIDE 
ESTER 

N-BOC- 

TRIIODOTHYRONINE-N- 

HYDROXYSUCCINIMIDE 
ESTER 

TESTOSTERONE^ 

19.HEMISUCCINATE.N- 

HYDROXYSUCCINIMIDE 
ESTER n 



FOURNISSEUR 
BOEHRINGER MANNHEIM 

BOEHRINGER MANNHEIM 
BOEHRINGER MANNHEIM 

BIOMERIEUX 



REFERENCE 
05.21041 

0521003 
05.21002 



45 



so 



sous agitation 3 heL rso^C c^Xat telt 'T? T '^'''^ ' P^'^ '^'^^^ 
repris dans 100 ^J cfeau puis addWonnfau IS Z r^^T Tll' ^ centrifugation 

pH5.2puis5mltf6thanol,rold(-20'C)4rrm^^L^^^^^^ 
[0056] Leconiugu6oiigonucLde!h^Se^:;;^ 

Colonne 8ECKMAN ODS (10 mm- 25 on). conditions suivantes : 



ss 



Conditions : 
Gradient : 



Tampon A : 



d6bit 4.6 ml/hiin, 

20 % a 30 % de tampon B en 10 min. 

30 % § 70 % de tampon B en 20 min 

Las caract6ristiques des tampons A et B sont les suivantes 

0, 1 molaire Tri6thylammoniumac6tate (TEAA) pH = 7.00. 
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Tampon B : 50 % Tampon A + 50 % CH, 



CN. 
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D6bit: 
Gradient 



too mm). 



1 ,0 m!/min. 

20 % 30 % de tampon B en 10 min. 
30 % ^ 70 % de tampon B en 20 min. 



(a) pour le conjugu6 D le gradient est de 10 40% de B en 30 min 
[0059] Les caract^ristiques des tampons A et B sont les suivantes : 



Tampon A : 
Tampon B : 



0.1 molaire Tri6thylammoniumac6tate (TEAA) pH = 7 00 
50 % Tampon A + 50 % CH3CN. 



Me. pour la ci6tBrm,r^t,nn ^■oc,^w..,p .,t9ctoa»^ imr^unr^r,,^ ^^^^;^^^ 



3r adsorptio n dimcte sur im sup 
?ecomp6tition. 



4S 



so 



ss 



[OOW] Un anticorps monoclonal anti-estradiol (BIOMERIEUX ref lOGfiEQH^r i hr^ m 

que dfcrrte par G. Kohler et C. Miistein (Nature 256 49^497 nS^l^,^^^^ ^ '^^"'^^^ ^'«ssi- 

tographie de type 6changeuse d'ions ABx (BakeS2 69 00/11^ f t "^"'^^ 
la soci6.6 FORDRAS) selon la techniquTdSe n 1 974 ^17X1 ^ TT^^'' (comme«:lalls6e par 
1084) est utilise ^ une concentration d^terminle non ^luZTSi^tt 7°' 22 : 
titrage est obtenue comma suit : dans les puite dZ ^0^^ IS t F Z ^ de 

soci6t6PoVlaboPaul Blocl^souslar JLe J394S!» ^^L^^^^^ ^''""^ "^^^ (commercyis^e par la 

pleUraisondelOOMparcupuleetJleconcen^^^^^ 

de sodium 0.15 M ; pH 7.0). Cette plaque est inc We^J n^^.^g^ 

plaque est lav^e trois fois par 300 ul de tamoon PBS T*«o„ n rtt I ,m ^. « ^ ""^ temp6rature de 37»C. La 

7.0 ; Tween 20 ^ une concentratlonraS 05 Trfl^n ' °" ^'^ 0-05 M ; pH 

par le conjugu6 oligonucleotides.^ fsonfsl^rci ^,^7'^^^-^^'''''''^''''^"' '^^"P^' 
concentration finale (NaCI 0.15 ti^pt^^phTdT^^Vat^^^^^^ ''^ ^^"^ ^ ^ % 

incubde pendant une heure ^ 37-C puTs JncL 3 ^1 S^f ' ^'^""^ "^9"^" ^ °/-)- "-a Plaque est 

de la plaque sont ajout^s 100 Ml de dTul^Tne sue e^^^^^^ '^P^" %• Dans chaque puits 

incubus pendant 15 minutes sous agi2toT2?ril Z "^^^"^ ^^P«^ PBS. et 

%. puis une fols avec de feau distiL. 100 mJ de s^bS OPD loTZ 1 ''n- "^"^ 
soc-m Cambridge Medical Biotechnology sous la Zence «6^^^^ Prtho-Ph6nyl6ne-DBmi^ commercialis6 par la 
(acide citrique 0,05 M ; NaH^PO^ 0. 1 M pH 4 93) auTuereS f d« 4 mgAnl dans un tampon OPO 
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non mm. tede que iomm une 0 O ^11 s i 492* co^spoocbm 4 aciws erzymatlque 
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S o:iC^^^^^^ S .on., .nne .... . .a 

a^TeS^^^^^^ ^ see.. Biospacc sous ,a ...nee 

de titrage est obtenue comme suit • ^"-^'^ 6tabl.e a partir d'une cou*e de trtrage. La courbe 

rexemple 1 a raison da 100^ pa cupite^ une L^Tr °"f;"'^'^°»«^«-hapt6ne D obtenu comme dficrit dans 
Phosphate de sodium 0 15 M dH 7 o7c«1 n.^ ~"'=f"*'^"°" d« 0.15 dans du tampon PBS x 3 (NaCI 0 45 M • 
37-C. La plaque estTav^e t^isS,^^^^^^ '"^,1' r""' ' ^'^ °" ""^ •'^"^^ ^ temperature de 

0.05HpH7.0;Tween20.:?cr ra^t3^^^^^^ 

non 0CCUP6S par le conjugud oBgonucl6otideCtte D sfnt^w ' "-es sites dans la plaque 

lait a 1 % en concentration fir.ale (NaCI 0 5 M^hZ,L^^^^^^ '1^"?"'°" ^ PBS- 

Plaque est incub6e pendant une heure i arc o^^Vl^ o'°^ ' ' ^"^"'^ 1 %)■ La 

chaque puits de la pbque sont ajoZ i^!J de diS^^l su ' ? "^"^ %• Dans 

PBS. et incubus pend2,t 1 5 mlnLssouTaXtio?^^^^^^^ 
Tween0.05%.puis lOO^Id-un anticorpspoVcSde^^^^^^^ 

(commercialism par la soci6t6 Jackson lninun<^?esea^hl^^^^^ ? S'" '"^''"^ ^ Phosphatase alcaline 

en tampon PBS sont incorpords dans leTpurS ^ oL^e h " "1^55^46) dilu6 au 1/1000 

puis est rinc^e trois fois avec du tampon PBS?rJ^en 0 05 nl 7 '" P^"*^^^ ''^"^^ ^ ^^'C. 

PNPP (pa,anit,oph6nyl-phosphate crmercLfeToarS^. t " '"^^ ^"''^t^at 

de 2 mg/ml dans du tampon diSthaJ^reHc? SliVn^^^^^ H ^ concentration 

0.012 N ; pH 9.8). sont ajout^s d^^esTJs de L'pfaou;^^^^^^^^^ ' ""^^ ""^ ' ^^^3 '-^ • HCI 
M de NaOH 1 N aprte une incubation deS^^ minut^^^^^^^ enzj^atique est bloqu6e par addition de 100 

taker IWicroplate Reader 2001 . U cou^e deSrobtfnu« if. T "T'"'"'" ^ ^^^^ B'°«h"- 

moyenne de deux valeurs moins la vateur de S^^^^^^^^ Z T T" ' " ' ' ^«P'^"«« 
anti-testostmrone qui se. ut.-,.. utt^tllnt^^^^^ 

enzymatque non saturante, telle qu'une D O de 1 5^^5 nm '^^terniin^e correspondant ^ une activit6 
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TABLEAU 6 

Concentration de TestostSrone 




comomhn ^ ^ ^ determination destrartml oar technique ir-r- unoermmJin,,^ h^ I:::! 

S9H4C1 or "^""^ '"^"^""^ ' '^^-^ ''-emple 2 (BIOMEREUX re, 

Sre^^Cse^ir c^^^^^^^ ^" ^^^'^ '•e-P-e 2. . rexception da ,a 

incudes une nurt^ 22'C ou une heure .TeTe^^^^^^^^^^ ""TT ' 

PBS-Tween 0.05 %. Les sites de ia plaque non ^uoi^Lf t f ' '^S^ ' '^^^^ ^ '"'^ ^00 jtl de tampon 

d-une solution de PBS-lait de conceSorfi^ir^ ^L^^^^^^^^^^ olgonuclfiotide sent saturfe par |-addilion de lobjS 

300 m de tampon PBS-Tween 0 OsVTZ ^n t '""""^^ ^ ^ ^/'C. puis rinc6e 3 fois par 

obtenucomrnrd^rftdlr^Zt^^^ 

4(t Jpon PEG). L-antic^rrqurqu^s^^^^^^^^ ^^"^'^^"^^^^ «9ures 3 tampon PBS 3X) et 

PEG) ci-apr68. respectivement dans les tableaux 7 (tampon PBS 3X) et 8 (tampon 



Concentration d'estradiol po/ml f*) 


D.O. 492 nm (**) 


0 


1,875 


0,1 


1,815 


1 


1,823 


10 


1,428 


100 


0.391 


1000 


0,053 
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Concentration d'estradiol pg/ml i 



0.1 



10 
100 
1000 



D.O. 492 nm (**) 
1.859 
1.827 
1,730 
1.512 
0,362 
0.058 



••Cha,„epo...p^..O.O.™oye„„o.^aeu.va,eu.™o,.,a^,,e,a«.«. 




SaiciDr ^ ^« ''-emple 2 (BIOMER.EUX ref. 

S^reX'^Zt:::^^^^ ••-mple 2. . rexception .e ,a 

3H11HlO)obtenuparla.echniqueTss"^^^^ 

par chromatographie de type ^change Zs A^kL 72 Mnm . ''"''"^ ^ P"'"'^ "^"'''^^ ''^^^'tes. 

MaxisorbNUNC^rabonSelM^^arpu^Ts^^^^^^^ 

005 M ; pH 9 6). La p.,ue est ZJe ^nZtreriTc ElfeT^^r ^^^"^^ 

jrM;p^rTr2^:rs^^^^^^^^^^ 

non occupSs par I'ariticorps monZS^S^^a^uTJr^^ ' """^ ^'^^'^^^ia')]- Les sites dans la plaque 

PBS-lart de concentration finari% ?^^^^^^ T''.'^' ^"""^ ^^'^^i^" 'to 

La plaque est incub6e pendant une heure °37.C duIT„^!1% , ""1?°" ' '"^ ' ^^^'"^ f'^S''^^ ^ %)• 
[0078] DanschaquepuitssJ,tTddnni?00^Sun^^^^^ ^° ^ ^^P"" PBS-Tween 0.05 %. 

pie 1 . une conceltL de^C^fdu taS^T^':!!^^ fexen,- 
300 m de tampon PBS-Tween 0 05% ^ " ""^^ ^ ^ ^^^^ ^ P^^^^ ^st Iav6e 3 fois par 

u«Jure.en,estchoSne^^^^^^^^^^^ 

donnant une D.O. de 1 .5 a 492 nm ""'"^^ correspondant k une activity enzymatique non saturante. telle que 
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1 TABLEAU 9 (suite) 


Concentration d'estradiol pg/mJ (*) 


D.O. 492 nm (**) 


100 


0,452 


1000 

• Us 6chantiflons oontenant les difldrentes concentrations rfe«tmrfK.r 


0,056 



co™„er*.is*epa,bs,c««Sig™aso„sU,.,^coE,6j;;^^^ 



J connues d'estradiol (1 7 bdta estradbl 



' Chaque poht reprteente la D.O. moyenne de deux vaieurs 



moins la vateur de la fixation non sp^ifique (lectu/e 492 nm). 




3H11H10). ""««°'««^apt6ne H et dun antcorps ding6 centre l"oligonucl6otide 1803 (BIO MERIEUX R6f. 



EureXrh^Se^rt^^^^ ' • ^'-"^^^ sera utilis. 

donnant une D.O. de 1 .5 & 492 nm ^^""'"^^ correspondant a une activite enzymatique non saturanle. telle que 



ultSrieurement. est choisi k une dilution d6temiin6e correspondant k 
donnant une D.O. de 1 .5 & 492 nm 

Concentration d'estradiol pg/ml(*) 



TABLEAU 10 



0 
1 
10 
100 



1000 



D.O. 492 nm (**) 



0,973 
0,934 
0,628 
0,110 



Cha,«.poh,rop^„.,bD.O.™oyen„.c.. deux va..u«.ci„3^vaie«rdeU.fixa«cn non s 

Edtrccir^^^^^^^^^^ 

USTE OES SEQUENCES 
[0089] 

SEQID N'l: 



ACTAAAAACr AGTAATGCAA AG 

Longueur 22 
Type : acide nucl6ique 
NonDbre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthase chimique 



SEQID N»2: 
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ATGTCAOG AG CAATTAAGCXJ 

Longueur 20 
Type : acide nucl6ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
Source : synthase chimique 

Caract6ristique additionnelle : bras d6riv6 d'aminopropanediol (produit r6f6renc6 3 dans le tableau 1) ^ Pextr^mitd 

Norn rfusage: 319 

SEQIDN*'3: 



ACTAAAAACr AGNAATGCAA AG 

Longueur : 22 
Type : acide nucl^ique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6atre 
Source : synthase chimique 

Nomd'usage: 1257 



SEQ ID NM : 



ACCCOG AGAT TrAOGTTATG T 



Longueur: 21 
Type : acide nucl6ique 
Nombre de brins :simple 
Configuration : lindaire 
Source : synthase chimique 

Nomd'usage: 196 



SEQ ID N" 5 : 



Longueur 20 
Type : acide nucldique 
Nombre de brins : simple 
Configuration : iin6aire 
Source : synthase chimique 



uuiiTriT imiiiiiT 



Nomd'usage: 1803 
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Revendleations 



1 0. Proc6d6 de dosage d-un haptftne dans un 6chan1illon liquids. caract6ris6 par le faft : 

- q-jon ajoute aud« ^hantilton una quanta. pr.d.term.6e d-antico^s capab.es de reconnaltre .edit 

■ .pTc^e:S:"~"^^''''''"''"°"^^" 

- que .'on dva.ue .a quanta d'anticoips fix6 sur .e support solide • 

- et que ."on er, d6duit. se.on les m^thodes connues. la quantity d'hapt6ne presents dans r^chantHlon. 
Patentanspruche 
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4. Vorrichtung gemaO Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dad das Konjugat auf dem festen Traqer Ober Hvbridi 
fragment hybndB.eren kann, wobe. das zweHe Nucleinsaurefragment auf dem Trager bnmobilisiert ist. 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daU das Konjugat auf dem Trager uber Vemiittluna 
ZT^T ""T ^«'^°'P«'^-g--ts immobii^iert ist. welcher'bzw webh J geg ^ugS 
Nudernsaurefragment genchtet ist, wobei dieser Antikorper auf dem festen Trager immoblKsiert ist. 

7. yorrichtunggemaBeinemdervorstehendenAnsprOche.dadurchgekennzeichnet.daBdasNucleinsaure^^^^^ 
ausgewahit .st untereinem DNS-Fragment einem RNS-Fragment und einem modfizierten DnJZrn^^^^^^^^ 

a Vorrichtung gemaB dem vorstehenden Anspnjch. dadurch gekennzeichnet. daU das Nucieinsaurefraament ein 
Desoxynbonucleotid. ein Ribonucleotid. ein Desoxyribonucleosid oder Bin Ribonucleosid ^''"'^"'"'^^'"""^ 

dS^S'I'^L^^^^^^ da« Nucleinsaurefragment ein Oligodesoxiribonu- 

10. Vertahren zur Bestimmung der Dosis eines Haptens in einer flussigen Probe, daduxh gekennzefchnet. daB man 

' 27rT ^';^^°*f ^^9^ Antikorpers zusetzt. der das Hapten erkennen kann- 

2 7TZTiaT'r°^ "'^"'''^ ^"^'^ "^'^ vorstehenden AnsprOche. in Kontali bringf 
die auf dem festen Trager fixierteMengedesAntikorpersbestimmt und 
- gemaU bekannter Verfahren die in der Probe vorhandene Menge an Hapten ableitet 



Claims 



1 . Hapten or anti-hapten antibody assay device comprising a solid support and a reagent covalently linked to a fiaand 

L trinTTl"''*.'^''' " '^""'^ '° ^'''^^^-^ *e said solS s ppoJ^rle^s 

of he sad hgand the said reagent being recognized by antibodies capable of recognizing the sa£ h^ten ch^ 
acterized by the fact that the said ligand is a nuciek: ackJ fragment. ^ 

' s^rs^rs^tJe^d^ 
' srsarsrrth^eS::^^^^^^ 

fh^ifn J^^K ^''^ ''^9'"""' ''^^'^ °' 'hybridizing with the said nuclec acid fragZTof 

the sari conjugate, the said second nucleic acid fragment being immobilized on the support 

mel"Z2Jl?f '"'^^ ^'^ '^^"^"Sate is immobilized on the support by 

the said antbody being immobilized on the said solid support. conjugaie. 

^' Sfo^iJeTS" """t: ' ; ^l^r " comprises a protein immobilized on the support the 
said protein being capable of binding with the said fragment. «» ouppori, me 

7. Device according to any one of the preceding claims, characterized by the fact that the nucleic acid franmpnt ic 
Chosen from a DNA fragment, an RNA fragment and a modified DNA or RNA fragment 

8. Device according to the preceding claim, characterized by the fact that the said nuclefc acid fragment a deox- 
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yribonucleotide, a ribonucleotide, a deoxyribonucleoside or a ribonucleoside. 

Device according to Claim 7, characterized by the fact that the nucleic acid fragment is an oligodeoxyribonucleotide 
or an oligortoonucleotide with a length of between 2 and 100 nucleotides and In particular between 10 and 50 
nucleotides. 



10. Process for assaying a hapten in a liquid sample characterized by the fact that: 

- a predetermined quantity of antibodies capable of recognizing the said hapten is added to the said sample; 

- the sample is brought into contact with the device as defined in any one of the preceding claims; 

- the quantity of antibody attached to the solid support Is evaluated; 

- and the quantity of hapten present in the sample is deduced therefrom according to known methods. 
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Figure 1 



' I NMIj I I I I I 1 I I I I iHj r— T 

1000 10000 100000 

dilutions 



EP 0 655 136 B1 



Figure 2 
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Figure 4 
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Figure 5 
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